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Motnje avtističnega spektra oz. MAS (angl. Autism spectrum disorders, ASD) so skupina 
različnih pervazivnih razvojnih motenj, ki se odražajo v nepravilnostih v kakovosti socialnih 
interakcij, komunikaciji ter nenavadnih, ponavljajočih se vzorcih vedenja in mišljenja. Gre za 
kompleksne genetsko pogojene (Hallmayer in sod., 2011) nevrološke motnje v razvoju, ki lahko 
obsegajo cel spekter različnih fenotipov in se pojavljajo v kombinaciji z drugimi nevrološkimi 
simptomi, kot so obsesivno kompulzivna motnja, anksioznost, bipolarna motnja, depresija, 
hiperaktivnost, motnje pozornosti itd. (Yin in Schaaf, 2017). Kompleksni fenotipi so posledica 
kombinacije genetskih in okoljskih dejavnikov (Karimi in sod., 2017). Najnovejša ocena 
heritabilitiete znaša 83 % (Sandin in sod, 2017), s prevalenco pri moških v razmerju 3:1 
(Loomes in sod., 2017), pojavnost v populaciji pa zaradi razširitve spektra fenotipov pri 
diagnosticiranju narašča (Presmanes in sod., 2015). 
Avtizem je težko karakterizirati, saj pri sami patologiji bolezni medsebojno sodeluje večje 
število genov, regulatorjev in mehanizmov (De Rubeis in sod., 2014; Chang in sod., 2015; 
Parikshak in sod., 2013), ki jih je zahtevno opredeliti kot edine in glavne dejavnike tveganja. 
Sama mreža dejavnikov, vpletenih v razvoj možganov, je zapletena in se odraža v zelo 
heterogenem fenotipu, kar otežuje natančno razumevanje bolezni (Krishnan in sod., 2016). 
Zaradi kompleksnosti nevrodegenerativnih motenj so živalski modeli priznano in pomembno 
orodje pri proučevanju povezav med genotipom in kompleksnimi fenotipi. Zaradi visoke 
stopnje homologije med mišjim in človeškim genomom so se mišje linije z okvarjenimi MAS-
asociiranimi geni izkazali za zelo uporabne pri proučevanju prispevka genetskih dejavnikov v 
nevrorazvojnih procesih in sicer na molekularni, celični, anatomski, elektrofiziološki ter 
vedenjski ravni. 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
Genetske študije so pri pacientih z motnjami avtističnega spektra privedle do odkritja novega 
kandidatnega gena, astrotaktina 2. Njegova vloga pri razvoju bolezni še ni pojasnjena, saj pri 
pacientih z mutacijami v tem genu ni jasno opredeljenega fenotipa oz. je ta zelo heterogen in 
nastopa v kombinaciji z drugimi nevrodegenerativnimi simptomi. Funkcijske študije so 
pokazale njegovo vlogo pri razvoju možganov, natančneje pri migracijah nevronov malih 
možganov, mišji model pa zanj še ne obstaja. Menimo, da bi z razvojem mišjega modela za ta 
gen lahko natančneje proučili njegovo funkcijo v patofiziologiji in z vedenjskimi študijami 
natančneje opredelili fenotip.  
Za razvoj mišjega modela smo se na podlagi literature odločili uporabiti najnovejšo in 
najučinkovitejšo tehnologijo CRISPR/Cas9, ki omogoča specifično urejanje genoma. V 
literaturi priporočajo uporabo tega sistema kot učinkovito metodo za različne modifikacije 
genoma v mišjih modelih z uporabo tehnike mikroinjiciranja (Sung in sod., 2014).  
1.2 CILJI  
Cilj naloge je bil v teoretičnem delu opredeliti motnje avtističnega spektra in izpostaviti pomen 
razvoja malih možganov, kot enega izmed ključnih dejavnikov pri razvoju MAS. Osredotočili 
smo se za pregled literature na področju kliničnih znakov avtizma na mikromorfološki in 
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funkcijski ravni, pripadajočih genomskih študij ter že obstoječih mišjih modelov za 
identifikacijo in proučevanje kandidatnih genov. Na podlagi predhodnih raziskav na Katedri za 
genetiko, animalno biotehnologijo in imunologijo na Oddelku za zootehniko biotehniške 
fakultete v Ljubljani smo si za kandidatni gen izbrali astrotaktin 2, opredelili njegovo funkcijo 
v organizmu ter predstavili okvare le-tega kot faktor tveganja za razvoj MAS. 
V drugem delu smo želeli eksperimentalno preveriti delovanje CRISPR/Cas9 sistema za razvoj 
mišjega modela za MAS. Testirali smo delovanje izbrane sintetične sgRNA molekule za 
izbijanje kandidatnega gena astrotaktina 2, najprej s poskusnim mikroinjiciranjem v mišje 
zarodke, nato pa smo izvedli študijo in vitro ter sistem preizkusili tudi na celični liniji.  
1.3 HIPOTEZE 
1) Izbrana sintetična sgRNA bo učinkovito delovala kot matrica za cepitev tarčne mišje DNA 
in vitro s sistemom CRISPR/Cas9.  
2) Z izbrano sintetično sgRNA, uporabo sistema CRIPSR/Cas9 ter reporterskega plazmida  
pCAG-EGxxFP bomo uspeli pokazati cepitev tarčnega mesta v genu Astn2 na celični liniji 
HEK239T.  
2 PREGLED LITERATURE 
2.1 PATOFIZIOLOGIJA IN KANDIDATNI GENI 
2.1.1 Mali možgani  
Mali možgani povezujejo kortikalne in subkortikalne strukture v cerebralnih hemisferah in 
delujejo kot modulator za motorične in senzorične funkcije kot tudi za kognitivne, jezikovne 
ter čustvene funkcije. Za male možgane je znano, da sodelujejo pri klasično pogojenih 
refleksnih odzivih, načrtovanju, pozornosti, vizualni organizaciji itd., ki pa so pri MAS pogosto 
motene, zato je verjetno, da imajo razvojne napake v tem predelu pomemembno vlogo pri 
razvoju bolezni (Schamann in Caplan, 2006). 
Posmrtne študije možganov pacientov z motnjami avtističnega spektra, ne glede na spol, starost 
ali kognitivno sposobnost, so razkrile pogoste strukturne nepravilnosti v morfologiji malih 
možganov (Webb in sod., 2009; Hallahan in sod., 2009), prisotnost histoanatomskih 
abnormalnosti (Bauman in Kemper, 2005) in močno zmanjšano število Purkinje celic (PC) 
(Fatemi in sod., 2012), ki so eden izmed glavnih tipov nevronov v malih možganih.  
2.1.2 Kandidatni geni  
Z razvojem visokozmogljivih genetskih tehnik se število odkritij oz. napovedi z avtizmom 
povezanih genov povečuje. Vlogo posameznega gena pri nastanku MAS je težko opredeliti, če 
le-ta še ni jasno karakteriziran in njegova funkcija v organizmu ni povsem znana. Zaradi 
majhnih vzorcev in prepletenosti velikega števila dejavnikov, ki povzročijo zelo heterogen 
fenotip, je dokazanih vzročnih genov še vedno malo (Krishnan in sod., 2016) oz. se dokazane 
značilne mutacije pojavljajo le pri majhnemu deležu pacientov z diagnozo MAS (Devlin in 
Scherer, 2012), kar dodatno otežuje proučevanje. 
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V skladu z morfološkimi odkritji pri pacientih z MAS so odkrili mutacije številnih genov, ki 
sodelujejo pri normalnem razvoju malih možganov, npr. RORα, EN2, CAPS2, BDNF (Sayad in 
sod., 2017; Kuemerle in sod., 2007; Sadakata in Furuichi, 2009), konsistentno povezane s 
povečano dovzetnostjo za avtizem. Za delecije znotraj BDNF (angl. brain derived nurotrophic 
factor) so dokazali vedenjske motnje (Zheng in sod., 2016), RELN (angl. reelin) povezujejo s 
shizofrenijo in MAS (Lammert in Howell, 2016). NRG1 (angl., neuregulin) v sodelovanju z 
ERBB4 (angl. epidermal growth factor receptor tyr kinase 4) pa je faktor tveganja za 
shizofrenijo in je ključen pri migraciji nevronov vzdolž radialnih vlaken glija (Krivosheya in 
sod., 2009).  
2.1.2.1 Mišji modeli 
Kot že omenjeno, obstaja veliko genov povezanih z avtizmom, kar nekaj raziskav pa kaže v 
smeri genov, ki sodelujejo pri izoblikovanju same arhitekture možganov. Mišji modeli obsegajo 
na primer: s kontraktinom asociiran protein 2 (Cntnap2), ki sodeluje pri interakcijah med 
nevroni in vlakni glija (Kloth in sod., 2015); ogrodne proteine družine shank (Shank3), ki so 
prisotni v postsinaptičnih kompleksih (Kloth in sod., 2015); tuberkulozno sklerozni kompleks 
(Tsc1/2), ki nadzoruje proliferacijo nevronov in celic glija (Tsai in sod., 2012); kontaktin 
(Cntnc4), ki je adhezijska molekula na aksonu in sodeluje pri vodenju celičnih migracij. Prav 
tako omenjajo neureksin (Nrxn1) – presinaptični adhezijski protein (Grayton in sod, 2013; Kim 
in sod., 2008), ki tvori transsinaptične adhezijske komplekse z nevroligini, ter relin (Rln), ki je 
glikoprotein zunajceličnega matriksa in sodeluje v migracijah nevronov ter laminaciji tekom 
embriogeneze, napake pa se izražajo v heterogenih MAS fenotipih, kot so stereotipno in 
ponavljajoče se vedenje, hiperaktivnost, motnje pozornosti, anksioznost itd. (Michetti in sod., 
2014).  
2.1.3 Migracije nevronov 
Normalen razvoj možganov je pri človeku odvisen od pravilnih migracij prekurzorjev nevronov 
iz germinalnih con in posledično umeščanje le-teh v možganske lamine ter formiranje sinaps. 
Dva glavna tipa nevronov v malih možganih, Purkinje (PC) in granularne celice (GC), migrirata 
s pomočjo radialnih celic glija, ki delujejo kot opora za migracije. Celice iz ventrikularne cone 
in zunanje germinalne plasti tekom proliferacije migrirajo v osrednji del razvijajočih se malih 
možganov. Migracije potekajo s podporo celic glija in sicer radialno za glutamatergične 
nevrone iz zunanje zarodne plasti, z izdolževanjem protoplastov in migracije jedra preko 
Bergmannovih vlaken proti notranjosti in tangencialno za GABAnergične nevrone (PC), ki 
potujejo v smeri nastajajočega korteksa (Stiles in Jernigan, 2010).   
 
Slika 1: Model migracije nevrona vzdolž vlakna glija z endocitozo s klatrinskimi vezikli in recikliranjem 
receptorjev (Wilson in sod., 2010).  
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Mehanizem migracije nevronov vzdolž vlaken glija so proučili v  raziskovalni skupini dr. 
Hatten – predlagan model opisuje ekstenzijo polariziranega 'vodilnega procesa' (angl. leading 
process) v smeri migracije. Nastane intersticijski adhezijski stik v predelu some nevrona, sledi 
lokalizacija akto-miozinskih kontraktilnih motorjev v proksimalnem delu 'vodilnega procesa' 
(Edmondson in Hatten, 1987) in formiranje perinuklearne kletke tubulina (Rivas in Hatten, 
1995). Centrosom se premakne v smeri migracije, sledi mu jedro, akto-moizinska vlakna se 
aktivirajo, adhezijski stiki se sprostijo, soma nevrona pa se premakne (Solecki in sod., 2009). 
Usmerjeni premiki centrosoma in orientacija 'vodilnega procesa' določajo smer gibanja 
nevronov vzdolž vlaken glija  (Slika 1). Glavni faktor pri tvorbi adhezijskih stikov je površinsko 
izražen protein astrotaktin 1 (ASTN1), ki je v sesalskih možganih izražen v migrirajočih 
granularnih nevronih malih in velikih možganov, olfaktorne žleze in hipokampusa (Edmondson 
in sod., 1988). Mišji model z okvarjenim Astn1 ima prizadeto migracijo granularnih celic, 
manjši volumen malih možganov, nenormalno morfologijo PC, zmanjšano vezavno sposobnost 
med vlakni glija in nevroni, na fenotipski ravni pa izraža okrnjeno ravnotežje in koordinacijo 
(Adams in sod., 2002).  
2.2 ASTROTAKTIN 2 
Genetske študije pri pacientih z MAS so privedle do odkritja novega kandidatnega gena, 
astrotaktina 2 (Glessner in sod., 2009). Različne genske variante astrotaktina 2, de novo in 
dedne mutacije, so bile povezane z avtizmom (Glessner in sod., 2009; Lionel in sod., 2011), 
Alzheimerjevo boleznijo (Wang, 2014), shizofrenijo (Vrijenhoek in sod., 2008), ADHD (Lesch 
in sod., 2008) in drugimi nevrodegenerativnimi motnjami (NDD). Lionel in sod. (2013) so 
odkrili veliko število CNV-jev znotraj gena ASTN2. Populacijska študija na vzorcu pacientov z 
NDD in kontrolami (n = 89985) je pokazala, da odkriti CNV-ji predstavljajo faktor tveganja za 
nevrodegenerativne motnje, kot so zmanjšana inteligenca (ID), shizofrenija, epilepsija, 
Tourettov sindrom, bipolarna motnja in MAS (Lionel in sod., 2014). 
ASTN2 je velik, za vretenčarje specifičen integralni membranski protein s sekvenčno 
homologijo s perforinom 1. Sestavljajo ga N-terminalna in citosomalna domena ter dvojna 
transmembranska vijačnica. Endosomalni del proteina vsebuje tri EGF ponovitve (angl. 
epidermal growth factor 1,2,3), MACPF (angl. Membrane Attack Complex/Perforin), FNIII 
(angl. Fibronectin type III) in aneksinsko domeno (angl. annexin) (Ni in sod., 2016).  
 
Slika 2: Shematska predstavitev strukturnih domen astrotaktina 2 (Ni in sod., 2016). 
Pri človeku zaznamo več izoformnih variant, daljše in krajše, slednja je specifična za primate 
in se izraža predvsem v fetalnih možganih (Lionel in sod., 2014). ASTN2 se izraža v nevronih 
razvijajočih se in odraslih možganov, predvsem v malih možganih kot tudi v olfaktorni žlezi in 
hipokampusu (Wilson in sod., 2010). Povišana ekspresija se pojavi v postembrionalem 
obdobju, kar časovno sovpada z migracijami nevronov (Lionel in sod., 2014).  
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C-terminalni del proteina se kljub homologiji z ASTN1 ne izraža na površini nevronov, kar 
nakazuje na njegovo drugačno funkcijo. ASTN2 se akumulira polarno v smeri migracije, kjer 
interagira z ASTN1 znotraj nevralne membrane in uravnava njegovo površinsko izražanje oz. 
polariziran transport na membrano. Posledično nadzira tvorbo adhezijskih stikov med nevroni 
in celicami glija tekom migracij (Wilson in sod., 2010). Mutacije znotraj gena ASTN1 pri z 
MAS diagnosticiranih pacientih niso bile odkrite, verjetno je le-ta zaradi njegove mehanistične 
vloge pri migracijah in posledičnem selekcijskem pritisku bolj ohranjen (Lionel in sod., 2014).   
Novejše raziskave so pokazale na vlogo ASTN2 v nadzorovanju razmeščanja (angl. trafficking) 
proteinov znotraj celice in vzdrževanju homeostaze. ASTN2 je primarno lokaliziran v 
endocitotskih in fagocitotskih veziklih v somah in dendritih Purkinje celic, kjer preko 
endocitoze odstranjuje površinske proteine. ASTN2 je prisoten v skupini veziklov tekom 
celotne endosomalne poti in je povezan z endosomalnim transportom preko vezave klatrinskega 
adapterskega proteina AP-2 in VPS36 (angl. vacuolar-protein-sorting-associated protein 36). 
Identificirali so vezavne partnerje, kot so C1Q, ki sodeluje pri redčenju sinaps, nevroligine in 
ROCK2, ki so regulatorji sinaptične adhezije in aktivnosti, ter SLC12A5, ki sodeluje pri 
transportu ionov. Slednji nakazujejo na vlogo ASTN2 pri modulaciji sestave številnih 
proteinskih kompleksov (Behesti in sod., 2018). Prekomerna ekspresija ASTN2 v PC poveča 
sinaptično moč, na molekularni ravni pa povzroči zmanjšan nivo sinaptičnih vezavnih 
partnerjev. ASTN2 je modulator sestave površinskega membranskega proteoma, kar nakazuje 
njegov vpliv pri delokalizaciji PC in vivo (Behesti in sod., 2018). 
CNV-ji znotraj ASTN2 so vplivali predvsem na MACPF in FNIII kodirajoče regije v bližini 3' 
konca gena, ki so prisotne pri vseh alternativnih transkriptih. To regijo gena Lionel in sod. 
(2014) predlagajo kot ključno za funkcionalnost proteina in posledično patogenost. Behesti in 
sod. (2018) so potrdili, da delecije FNIII domene povzročijo zmanjšano sposobnost degradacije 
proteinov, nimajo pa vpliva na sposobnost vezave vezavnih partnerjev.  
Intrageni ASTN2 CNV-ji pri pacientih povzročijo napake v uravnavanju površinskih proteinov, 
ki pa je ključno za normalno sinaptično delovanje (Behesti in sod., 2018). Delecije na 3' koncu 
gena, ki prizadenejo več izoformnih oblik, so povezali z motnjami v postnatalnem razvoju, 
razvoju govora in učenja, OCD (angl. obsessive compulsive disorder) in anksioznostjo, ter 
dokazali značilno prevalenco pri moških (Lionel in sod., 2014).    
Behesti in sod. (2018) so proučili družino s paternalno dedovano intrageno duplikacijo eksonov 
gena ASTN2, ki kodirajo del MACPF ter FNIII domene, in identificirali za 50 % nižje izražanje 
proteina v primerjavi s kontrolami, kar se je na fenotipski ravni odražalo z MAS, težavami pri 
učenju in zakasnjenim govorom. Na podlagi analize genetskih in kliničnih informacij 
populacije MAS pacientov so odkrili zmanjšano inteligenco (angl. intellectual deficiency, ID), 
kot najpogosteje prisoten skupen fenotipski znak za ASTN2 CNV-je, sledile pa so motnje v 
govoru in jeziku.  
2.3 CRISPR/CAS9 
Bakterije in arheje so tekom evolucije razvile od RNA odvisen prilagodljiv obrambni sistem 
imenovan CRISPR (angl. Clustered Interspaced Short Palindromic Repeats) Cas (angl. 
CRISPR associated protein), ki jih ščiti pred vdorom virusov in plazmidov (Barrangou in sod., 
2007; Bolotin in sod., 2005; Ishino in sod., 1987). Bakterijski imunski sistem z majhnimi RNA 
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molekulami prepozna in uniči tujo DNA. Sestavljajo ga v operon organizirani cas geni in z 
identičnimi ponovitvami (angl. direct repeats, DR) ločena unikatna CRISPR zaporedja 
viralnega izvora (angl. spacer), ki specifično prepoznavajo vdirajočo virusno oz. plazmidno 
DNA. Obstajata dva razreda CRISPR sistemov, ki sta glede na vrsto proteinov CAS naprej 
razdeljena v šest tipov. Najpogosteje je uporabljen sistem tipa II CAS9 iz Streptococcus 
pyogenes – SpCAS9 (Marraffini, 2016). 
Ob vdoru tuje DNA obrambni sistem najprej z integralnimi proteini CAS integrira kratke 
fragmente tuje DNA (~20 nt) na specifična mesta v gemonu, v t.i. CRISPR/Cas lokus (Gesner 
in sod., 2011). Sledi ekspresija dolgih prekurzorskih pre-CRISPR RNA (pre-crRNA) molekul 
in hibridizacija DR (~22 nt) mesta na crRNA s trans-aktivirajočo tracrRNA (angl. trans-
activating crRNA) (Deltcheva in sod., 2011). Sledi prepoznava z RNazo III, ki cepi pre-
crRNA:tracrRNA hibrid v območju dvoverižne RNA regije in tako nastane zrel RNA kompleks 
(Brouns in sod., 2008). Ob vezavi SpCAS9 na območje tracr:RNA preko strukturne 
prepoznave, znotraj cr:tracrRNA kompleksa nastane katalitično aktivni ribonukleoproteinski 
kompleks (angl. ribonucleoprotein complex, RNP) za tarčno cepitev tuje DNA (Nowak in sod., 
2016). 
Protein SpCAS9 je nespecifična endonukleaza, sestavljena iz endonukleaznih domen HNH in 
RuvC (Nishimasu in sod., 2014), ki povzročita dvoverižne prelome DNA (angl. double-
stranded break, DSB), ena na matrični, druga na komplementarni verigi. Mestno specifična 
cepitev nastane na mestih določenih s crRNA (protospacer motivi v tuji DNA) in PAM 
sekvenco (angl. protospacer adjecent motif), ki se nahaja za prepoznavnim mestom na 
komplementarni verigi (Jinek in sod., 2012) in je odvisna od tipa proteina CAS – pri SpCAS9 
je to NGG. Manipulacija s CRISPR/Cas9 povzroči DSB, na katerega se celice odzovejo s 
popravljalnimi mehanizmi (Li in Heyer, 2008). Gre ali za homologno rekombinacijo (angl. 
homology-directed repair, HDR), pri kateri celice popravijo prelom na podlagi donorskega 
zaporedja, ali za mehanizem nehomolognega združevanja koncev (angl. non-homologous end 
joining, NHEJ), ki rezultira v insercijah oz. delecijah ali pa nastanejo inverzije, podvojitve ali 
duplikacije odseka zaporedja (Savić in Schwank, 2016). Študije so pokazale, da se CAS9 lahko 
izrazi ter lokalizira v jedru sesalskih celic in tvori komplekse s sgRNA in vivo (Jinek in sod., 
2013; Cong in Zhang, 2015), kar je omogočilo uporabo tega mehanizma v številnih aplikacijah.  
2.3.1 Kratka vodilna RNA – sgRNA 
Proučevanje sekundarnih struktur crRNA:tracrRNA kompleksov je pokazalo možnost uporabe 
le-teh v obliki enega samega transkripta –  sgRNA (angl. single-guide RNA), ki združuje 
lastnosti, potrebne za vezavo CAS9 in tarčno prepoznavanje DNA (Jinek in sod., 2012). 
SgRNA je fuzijska RNA, sestavljena iz 20 nukleotidov dolgega  crRNA zaporedja, 
komplementarnega tarčni DNA, ki mu sledi ogrodno zaporedje (angl. scaffold)  tracrRNA iz 
CAS9-vezavne lasnice in transkripcijskega terminatorja. Le-ta nastane s fuzijo 3' konca crRNA 
s 5' koncem tracrRNA preko sintetične zanke (Jinek in sod. 2012). Za optimalno delovanje z 
minimalnimi netarčnimi učinki in maksimalno tarčno-specifično učinkovitostjo je potrebno 
sgRNA skrbno načrtovati, pri tem pa je potrebno upoštevati tip proteina CAS in pripadajoči 
PAM motiv. SgRNA lahko generiramo iz matrične DNA in vivo (Mali in sod., 2013), in vitro 
(Yang in sod., 2013) ali pa s kemijsko sintezo (Anderson in sod., 2015), s katero je možno 
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sgRNA kemijsko modificirati za povečano stabilnost in učinkovitost v različnih celičnih tipih 
(Hendel in sod., 2015).  
Na učinkovito urejanje genoma vpliva tudi način vnosa CRISPR/Cas9 sistema. Vodilna RNA 
molekula je v celicah izpostavljena endogenemu okolju, ki vsebuje številne encime (nukleaze), 
in je tako podvržena razgradnji. Znanstveniki predpostavljajo, da predhodno kompleksiranje 
sgRNA s proteinom CAS9 lahko poveča učinkovitost urejanja genoma, saj ta vezan na sgRNA, 
le-to lahko ščiti pred celično razgradnjo. Kompleksiranje proteina CAS9 s sgRNA v RNP se je 
izkazalo za zelo uspešno pri vnašanju mutacij v celične linije, čeprav še ni povsem jasno, zakaj. 
Liang in sod. (2015) predpostavljajo, da dobro delujejo zaradi same velikosti lipidnih 
kompleksov, nadzorovanega kompleksiranja proteina CAS9 in gRNA in vitro ter zaščite 
sgRNA pred endogenimi dejavniki in celično toksičnostjo. 
Kinetika samega proteina CAS9 v celicah se razlikuje v odvisnosti od metode vnosa. CAS9, 
izražen iz plazmida se s časom akumulira v celicah, kar lahko pomeni neželene nespecifične 
zadetke. V nasprotnem primeru CAS9 transfeciran v obliki proteina ali mRNA zapisa ostane v 
celicah stabilen do 48h, kar znatno omeji njegovo delovanje in potencialno poveča specifičnost 
(Liang in sod., 2015).  
3 MATERIALI IN METODE 
3.1 OSNOVNE TEHNIKE 
3.1.1 Načrtovanje začetnih oligonukleotidov 
Začetne oligonukleotide (ZO) smo načrtovali s spletnima orodjema Primer3 (Untergasser in 
sod., 2012) in Benchling (2018). Prilagodili smo jih posameznim poskusom, tarča pa je bilo 
zaporedje eksona 2 za mišji gen Astn2 (Chr 4: 65,380,803-66,404,611) v okolici prepoznavnega 
zaporedja za sgRNA. Možne sekundarne strukture ZO smo preverili s spletnim orodjem 
OlygoAnalyzer 3.1 (Owczarzy in sod., 2008). Prav tako smo eksperimentalno optimizirali 
temperature prileganja in tako zagotovili pravilno pomnoževanje. 
Preglednica 1: Uporabljeni začetni oligonukleotidi 
Št.  Ime Nukleotidno zaporedje 
1 ASTN2_sg_F1_325bp CGTTCTCTCCTTCCATCTGC 
2 ASTN2_sg_R1_325bp GCTCCCAGAGCACAAAAGTC 
3 ASTN2_sg_F2_470bp CCACCCGTAAGCCAAGTAAG 
4 ASTN2_sg_R2_470bp ACAGCAGCGGACATTTCTTT 
5 ASTN2_sg_Pst.F1 CGTTCTCTCCTTCCATCTGC 
6 ASTN2_sg_Eco.R2 CAGTTTGAATTCACAGCAGCGGACATTTCTTT 
7 pCAG-EGxxFP_seq_left CGACCACTACCAGCAGAACA 
8 pCAG-EGxxFP_seq_right GAAGAAGTCGTGCTGCTTCA 
3.1.2 Verižna reakcija s polimerazo 
Fragmente DNA smo pomnoževali z verižno reakcijo s polimerazo (angl. Polymerase chain 
reaction, PCR). Metoda deluje na principu ponavljajočih se ciklov denaturacije, prileganja 
začetnih oligonukleotidov in podaljševanja verige (Mullis in sod., 1986). 
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Osnovna reakcija, s katero smo pomnoževali fragmente DNA, je opisana v preglednici 2. 
Volumne smo glede na potrebovano količino produkta prilagodili.  
Preglednica 2: PCR reakcija 
Kemikalija Količina 
DreamTaq Green PCR Master Mix (2X) (Thermo Fisher) 5 μL 
10 uM začetni oligonukleotid –  vodilni  0,25 μL 
10 uM začetni oligonukleotid –  povratni 0,25 μL 
matrična DNA (lizati) 4,5 μL (10 pg – 1 μg) 
ultra sterilna voda do 10 uL 
3.1.3 Agarozna gelska elektroforeza 
Agarozna gelska elektroforeza je metoda, ki temelji na ločevanju DNA fragmentov glede na 
njihovo velikost in naboj. DNA je negativno nabita molekula, zato v električnem polju potuje 
proti pozitivni elektrodi, manjši delci potujejo hitreje, večji pa počasneje.  
Količino agaroze v gelu smo prilagajali glede na potrebe posameznega poskusa (1  % - 3 %). 
Vzorce smo na gel nanašali s SDS nanašalnim pufrom (NEB). 
3.1.4 Čiščenje fragmentov DNA, merjenje koncentracije 
Za čiščenje DNA smo uporabljali komercialni komplet QIAquick PCR Purification Kit 
(QIAGEN), postopek smo izvedli po navodilih proizvajalca. Koncentracijo DNA smo določili 
z NanoVue™ avtomatiziranim spektrofotometrom. 
3.1.5 Preverjanje nukleotidnega zaporedja 
Nukleotidno zaporedje smo preverjali s sekvenciranjem po Sangerjevi metodi (Sanger in sod., 
1977) na genskem analizatorju ABI 3130XL. Metoda temelji na encimatskem pomnoževanju 
verige DNA z dodajanjem deoksinukleotidov in fluorescenčno označenih dideoksinukleotidov. 
DNA vzorce za sekvenciranje smo najprej očistili po protokolu QIAquick PCR Purification Kit 
(QIAGEN) in izvedli sekvenčno reakcijo po navodilih proizvajalca (BigDye™ Direct Cycle 
Sequencing Kit, Applied Biosystems™). Mešanico različno dolgih fragmentov smo analizirali 
na visokoločljivostni kapilarni elektroforezi ABI 3130XL (Applied Biosystems™). 
Sekvence smo analizirali s programom MEGA (Tamura in sod., 2007). Sekvence so bile 
poravnane na referenčni genom miši (verzija GRCm38.p6, genomska baza podatkov Ensembl, 
Aken in sod., 2018) oz. negativne kontrole. 
3.2 CRISPR/CAS9 CEPITEV IN VITRO 
3.2.1 sgRNA za Astn2 
Zaporedje sgRNA je bilo izbrano na  podlagi bioinformacijske analize človeškega in mišjega 
gena aktrotaktina 2 s spletnimi orodji ENSEMBL (2018), BLAST (2018) in BENCHLING 
(2018). Pri človeku se ASTN2 nahaja na kromosomu 9 (Chr 9: 116,425,225-117,415,070) pri miši 
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pa na kromosomu 4 (Chr 4: 65,380,803-66,404,611) s 97 % medsebojnim ujemanjem v zaporedju 
nukleotidov. Zaporedje za sgRNA je bilo izbrano na območju prekrivanja vseh alternativnih 
transkriptov, v relativni bližini promotorja. Na podlagi analize s spletnim orodjem za iskanje 
optimalne sgRNA CHOPCHOP (Montague in sod., 2014) je bila le-ta izbrana v mišjem eksonu 2 
(Chr 4: 66,266,380-66,266,193).  
 
Slika 3: Kompleks tarčne DNA s proteinom CAS9 in sintetično vodilno RNA molekulo z zaporedjem 5' -
UGUUCCUCAACGAUCUCCGA -3'  (Synthego, 2018)   
3.2.2 Pomnoževanje matrične DNA za cepitev in vitro  
DNA smo z metodo PCR pomnožili iz lizatov biopsij mišjega ušesnega tkiva. Tarčno zaporedje 
smo izbrali v okolici sgRNA v mišjem genomu - izbrali smo dva para začetnih oligonukleotidov 
ASTN2_sg_F1/R1_235bp in ASTN2_sg_F2/R2_470bp. PCR produkte smo očistili s 
komercialnim kompletom (QIAquick PCR Purification Kit, QIAGEN). S tem smo odstranili 
ostanke polimeraze, začetnih oligonukleotidov in PCR pufra, ki bi lahko zmotili reakcijo. 
3.2.3 Cepitev in vitro  
Cepitev in vitro smo izvedli po protokolu (In vitro digestion of DNA with Cas9 Nuclease, S. 
Pyogenes, NEB). Uporabili smo encim  SpCAS9 (Sigma Aldrich, 2018), sgRNA (Synthego, 
2018) in reakcijski pufer CAS9 . 
Preglednica 3: Priprava Cas9 reakcijskega pufra 
Kemikalija Koncentracija 
HEPES 200 mM 
NaCl 1 M 
MgCl2 50 mM 
EDTA 1 mM 
Ultra čista voda do 50 mL 
pH 6,5 
Sterilizacija z avtoklaviranjem  
Pripravili smo reakcijsko mešanico in dodali tarčno DNA. Pri izračunih smo upoštevali 
priporočeno molarno razmerje med sgRNA, CAS9 in DNA: 10:10:1 (In vitro digestion of DNA 
with Cas9 nuclease, S. pyogenes, NEB). 
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Preglednica 4: Cepitev in vitro 
Kemikalija Koncentracija/Količina 
ultra čista voda 20 µl 
10x CAS9 pufer 3 uL 
sgRNA 30 nM 
1 μM CAS9 30 nM 
Inkubacija: 10 min, sobna temperatura 
  
DNA 3 nM 
Končni volumen 30 µL 
Inkubacija: 1h, 37°C 
Fragmente smo analizirali na 3% agaroznem gelu, 60 min pri napetosti 75 V. 
3.3 VEKTORSKI KONSTRUKT EGxxFP ZA PREVERJANJE VODILNE RNA 
Za preverjanje aktivnosti sgRNA v izbrani celični liniji smo uporabili vektorski sistem pCAG-
EGxxFP. Vektor vsebuje zapis za 5' in 3' fragmenta eGFP (zeleni fluorescenčni protein, angl. 
enhanced green fluorescent protein), ki vsebujeta skupno 482 bp dolgo homologno zaporedje 
s poliklonskim mestom (Mashiko in sod., 2013). V poliklonsko mesto smo z restrikcijskimi 
encimi klonirali tarčno zaporedje za preverjanje ustreznosti in delovanja izbrane sgRNA 
molekule. CAS9 na podlagi sgRNA reže DNA in tako povzroči dvojni prelom molekule. Celice 
z mehanizmom homologne rekombinacije popravijo povzročeni prelom. 5' in 3' fragmenta 
EGFP zaporedja se združita in celice izrazijo funkcionalen protein, ki pod fluorescentnim 
mikroskopom ob ekscitaciji z modro svetlobo emitira signal v zelenem spektru. 
 
Slika 4: Shema delovanja testa s plazmidom pCAG-EGxxFP (Mashiko in sod., 2013). 
3.3.1 Molekularno kloniranje  
Vektorski konstrukt smo pripravili z metodo PCR. Tarčno DNA zaporedje že vsebuje 
prepoznavno mesto za restrikcijski encim PstI, zato smo z začetnimi oligonukleotidi 
ASTN2_sg_EcoRI dodali še prepoznavno mesto za EcoRI.  
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Preglednica 5: Restrikcijski encimi  
Restrikcijski encim Prepoznavno mesto Proizvajalec 
EcoRI HF G↓AATTC New England Biolabs (NEB) 
PstI CTGCA↓G Thermo Scientific 
Tako pridobljen PCR produkt in pCAG-EGxxFP smo vsakega posebej razrezali z 
dvostopenjsko restrikcijo z izbranima encimoma. Vektor in insert smo ligirali v molarnem 
razmerju 1:7 s T4 ligazo (NEB). Za načrtovanje in vizualno ponazoritev konstrukta smo 
uporabili spletno orodje Benchling (2018) in Snapgene (2019). 
 
Slika 5: Grafična ponazoritev vektorskega konstrukta pCAG-EGxxFP_ASTN2. Z vijolično je označen insert (233 
bp), z oranžno sgRNA tarča in mesta prileganja ZO za sekvenciranje vektorja (Snapgene, 2019). 
Konstrukt smo po ligaciji očistili s komercialnim kompletom (QIAquick PCR Purification Kit, 
2018). Vsebnost inserta smo preverili metodo PCR z začetnimi oligonukleotidi za 
sekvenciranje plazmida pCAG-EGxxFP_seq_left/right, ki prilegajo na homologni del EGxxFP 
zapisa v bližini poliklonskega mesta. Prisotnost inserta smo določili glede na razliko v dolžini 
produktov PCR med plazmidom z (460 bp) in brez inserta (235 bp).  
3.3.2 Transformacija kompetentnih bakterij E.coli in izolacija plazmida 
Kompetentni sev Escherichie coli ER2523 (NEB) smo transformirali s toplotnim šokom v 
skladu s protokolom (Nishimura in sod., 1990). V bakterije smo vnesli naš konstrukt, ki poleg 
eGFP in tarčnega zaporedja nosi tudi rezistenco za ampicilin, na podlagi katere smo 
selekcionirali pozitivne transformante. Bakterije smo gojili na trdnem selekcijskem gojišču LB 
(angl. lysogeny broth) v prisotnosti ampicilina. Prisotnost inserta v zraslih kolonijah smo 
preverili z metodo PCR na ravni kolonij (angl. colony PCR), uporabili pa smo začetne 
oligonukleotide za sekvenciranje plazmida pCAG-EGxxFP. Izbrane potrjene kolonije smo 
prenesli v tekoče LB gojišče z ampicilinom in jih gojili čez noč v stresalniku na 37°C. Tako 
namnožen plazmid smo iz bakterij izolirali s komercialnim kompletom QIAprep Spin Miniprep 
Štravs A. Testiranje sistema CRISPR/Cas9 za razvoj mišjega modela za avtizem. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
12 
 
Kit (QIAGEN). Dolžine insertov smo ponovno preverili z metodo PCR. Za preverjanje 
ustreznosti zaporedja inserta smo izolirane vektorje sekvencirali na genskem analizatorju ABI 
3130XL  (Applied Biosystems™, 2018). 
3.4 GOJENJE SESALSKIH CELIC 
Poskuse smo izvajali na celični liniji človeških fibroblastov HEK293T (ATCC CRL-1573TM). 
Celice smo odmrznili po standardnem protokolu: kriovialo smo 3 min odmrzovali v vodni 
kopeli na 37°C, nato smo celice 10-krat razredčili in resuspendirali v popolnem gojišču 
(DMEM + glutamin + 10% FBS). Ostanke krioprezervacijskega medija smo odstranili z 10-
minutnim centrifugiranjem pri 500 g. Celice smo nasadili v plošče s šestimi luknjami v 
koncentraciji ~5 x106 celic/mL. Gojili smo jih 24 ur na 37 °C pri 5 % CO2. 
3.5 VNOS DNA V SESALSKE CELICE – LIPOFEKCIJA 
Transfekcijo celične linije HEK293 smo izvedli z lipofekcijo. Uporabili smo komercialno 
dostopen reagent Lipofectamine 3000 (Thermo Scientific). Poskus smo izvedli v standardnih 
ploščah za kultivacijo s šestimi luknjami. Poslužili smo se dveh metod vnosa DNA v celice in 
sicer: 1. ko-transfekcije dveh plazmidov in 2. uporabe ribonukleoproteinskega kompleksa 
(RNP). 
3.5.1 Ko-transfekcija s pX330 
Celice HEK293T smo pri približno 70% konfluenci ko-transficirali s pCAG-EGxxFP_ASTN2, 
pX330 in sgRNA z reagentom Lipofectamine 300, po navodilih proizvajalca (Thermo 
Scientific, 2018). Za kontrolo avto fluorescence in izražanja eGFP iz tarčnega plazmida smo 
celice transficirali s pCAG-EGxxFP_ASTN2 brez sgRNA in pX330. Za preverjanje 
nespecifičnega delovanja CAS9, izraženega s pX330, smo uporabili kombinacijo obeh 
plazmidov brez sgRNA. Oba vektorja smo vnesli v razmerju 1:1 in dodali 90 pmol sgRNA na 
1 μg plazmidne DNA plazmida pX330. Fluorescenco smo zaznali na fluorescenčnem 
mikroskopu približno 24 h po transfekciji.  
Preglednica 6: Ponazoritev uporabljenih kombinacij vektorjev in sgRNA za transfekcijo. 
Kontrola pCAG-EGxxFP (slepa) Negativna kontrola Vzorec 
pCAG-EGxxFP_ASTN2 pCAG-EGxxFP_ASTN2  pCAG-EGxxFP_ASTN2  
  + PX330 + pX330 + sgRNA 
3.5.2 RNP 
Ena izmed metod vnosa CRISPR/Cas9 sistema v celice je transfekcija preko formiranja 
ribonukleoproteinskega delca. Protein CAS9 in sintetično sgRNA molekulo smo najprej 
kompleksirali v RNP in jo nato z lipofekcijo vnesli v gostiteljske celice. Po priporočilih iz 
literature smo kompleksirali CAS9 in sgRNA v molarnem razmerju 1:1,2 (Liang, 2015).  
Izvedli smo dvostopenjsko transfekcijo. Najprej smo vnesli vektor pCAG-EGxxFP_ASTN2 , 
inkubirali 4 h in nato dodali še ribonukleoproteinski kompleks proteina CAS9 in sgRNA. 
Fluorescenco smo preverili po 48-ih urah. Za kontrolo avto fluorescence in izražanja eGFP s 
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tarčnega plazmida smo celice transficirali s pCAG-EGxxFP_ASTN2 brez RNP kompleksa, za 
preverjanje nespecifičnega delovanja proteina CAS9 pa smo izvzeli vodilno sgRNA. 
Fluorescenco smo zaznali na invertnem fluorescenčnem mikroskopu, 48 h po transfekciji.  
Preglednica 7: Ponazoritev uporabljenih kombinacij plazmida, sgRNA in proteina CAS9 za transfekcijo. 
Kontrola pCAG-EGxxFP (slepa) Negativna kontrola Vzorec 
pCAG-EGxxFP_ASTN2 pCAG-EGxxFP_ASTN2  pCAG-EGxxFP_ASTN2  
  + RNP (Cas9) + RNP (sgRNA + Cas9) 
 
3.5.3 Mikroinjiciranje v mišje zarodke 
Mikromanipulacija je standardna metoda vnosa DNA v sesalske zarodke. Postopek zajema 
izolacijo oplojenih mišjih zarodkov, vzpostavitev in vitro kapljičnih kultur in pronukleusno 
mikroinjiciranje.  
Manipulacijo genoma s CRISPR/Cas9 tehnologijo je možno izvesti na več načinov. CAS9 
lahko v zarodke vnesemo v obliki rekombinantnega proteina CAS9, CAS9 mRNA ali CAS9 
DNA, v obliki različnih plazmidov, na primer plazmida pX300. Le-to vpliva na kinetiko 
proteina CAS9 v celicah, bodisi gre za čas transkripcije in translacije s plazmida ali mRNA, 
translokacije v jedro, kompleksiranja s sgRNA ali pa takojšno aktivnost v primeru proteina. 
Vse to vpliva na samo specifičnost in učinkovitost cepitve DNA na tarčnih mestih in lahko 
povzroči neželene učinke tudi na mestih izven definirane tarče.  
Sung in sod. (2014) so pokazali, da protein CAS9 in sgRNA, kompleksirana v RNP, uspešno 
inducirata mutacije v mišjih zarodkih. CAS9 se v tem primeru, za razliko od tega, ki je izražen 
s plazmidom, s časom ne akumulira v celicah in tako deluje takoj po vnosu in se nato razgradi  
(Liang in sod., 2015), kar lahko pomeni tudi manjše število nespecifičnih zadetkov in 
učinkovitejše delovanje sistema.  
CAS9 in sgRNA za mikroinjiciranje sta bila predhodno kompleksirana in sicer smo zmešali 6 
μl (180 pmol) razredčene sgRNA (30 μM) in 1 μl nukleaze CAS9 (20 μM) ter dodali  23 μl 
elektroporacijskega pufra (10mM tris pH7,5, 0,1 mM EDTA pH 8,0). Sledila je 10-minutna 
inkubacija pri sobni temperaturi. Mikroinjiciranje je bilo izvedeno po standardnem protokolu 
(Liu in sod., 2013), CAS9 in sgRNA sta bila injicirana v pronukleus. Injicirani zarodki so bili 
preneseni v miši sprejemalke,  pri starosti miši 21 dni ob odstavitvi,  pa je bil vzet majhen (1 
mm) vzorec ušesnega tkiva za izolacijo in analizo DNA. Ta del raziskave je opravilo osebje 
programske skupine P4-0220 iz Oddelka za zootehniko, Biotehniške fakultete. Študija je bila 
izvedena v celoti v skladu s priporočili direktive Evropske unije 2010/63 in slovenske 
zakonodaje na področju poskusov na živalih. Študijo je odobrila etična komisija Republike 
Slovenije za poskuse na živalih in Uprava Republike Slovenije za varno hrano, veterinarstvo in 
varstvo rastlin, ki je izdalo odločbo in dovoljenje za te postopke (številka dovoljenja U34401-
6 /2017/4).  
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4.1 CRISPR/CAS9 CEPITEV IN VITROZačetne oligonukleotide za testiranje tarčnega 
delovanja sgRNA na PCR produktu smo načrtovali po naslednjih kriterijih: 1. dolžina 
produkta naj bo primerna za analizo na elektroforetskem gelu (300 – 600 bp), 2. tarčno 
zaporedje za sgRNA naj bo nekje v sredini produkta, 3. Produkta cepitve sta se morala 
dolžinsko dovolj razlikovati za analizo na gelu. 
Cepitev in vitro smo izvedli na dveh različno dolgih PCR produktih in sicer na ASN2.9 F1/R1, 
in ASTN2.4 F2/R2. Pričakovane dolžine produktov so opisane v preglednici 8. 
 
Slika 6: In vitro cepitev - PCR produktov oz. kontrola dolžine in pripadajoči produkti cepitve ustreznih dolžin 
(pregl. 8), ASTN2.9 F1/R1 (levo) in ASTN2.4 F2/R2 (desno). Fragmenti, manjši od 100 bp so ostanki sgRNA.  
Preglednica 8: Dolžine PCR produktov pred in po cepitvi in vitro  
Fragment PCR produkt (kontrola) Cepitev in vitro  
ASTN2.9 F1/R1 325 bp 124 bp + 201 bp 
ASTN2.4 F2/R2 470 bp 341 bp + 129 bp 
 
Pri obeh fragmentih lahko opazimo novo nastale proge DNA, kar pomeni, da je bila 
manipulacija s CAS9 uspešna. Na gelu lahko v reakcijah s CAS9 in sgRNA opazimo fragmente, 
krajše od 100 bp, ki predstavljajo sgRNA. V prvem primeru lahko glede na nastale produkte 
vidimo, da je CAS9 rezal na pričakovanem mestu, saj smo dobili dva fragmenta dolžine okrog 
124 bp in 201 bp. Tretji fragment je verjetno ostanek nerezane DNA, kar je primer nepopolne 
cepitve. Fragment je verjetno zaradi vezave CAS9 zamaknjen malce višje (nad 470 bp). V 
drugem primeru vidimo praktično popolno razrezano tarčno DNA na dva fragmenta dolžin 341 
bp in 129 bp. S tem testom smo prvič potrdili ustreznost izbire sgRNA molekule in njeno 
specifično delovanje na tarčno DNA.  
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4.3 TEST S PLAZMIDOM pCAG-EGxxFP 
Za preverjanje delovanja sgRNA v celicah   smo se odločili za sistem z reporterskim plazmidom 
pCAG-EGxxFP. Zaporedje mišje DNA, ki je dolgo 233 bp in vsebuje prepoznavno mesto za 
sgRNA, smo klonirali v poliklonsko mesto plazmida pCAG-EGxxFP. V primeru, da CAS9 
uspešno cepi, se eGFP s pomočjo popravljalnih mehanizmov sestavi in z invertnim 
mikroskopom ob ekscitaciji z modro svetlobo lahko tedaj opazimo emisijo v zelenem spektru. 
Poskus smo izvedli v celicah HEK239T, ki smo jim z lipofekcijo vnesli ustrezne plazmide oz. 
RNP komplekse.  
Učinkovitost transfekcije celotnih konstruktov je bila v obeh primerih precej nizka, vendar smo 
kljub temu uspeli pridobiti zadostno količino pozitivnih rezultatov. Pri slepem vzorcu in 
kontroli brez sgRNA smo opazili le ozadje, ki je posledica avtofluorescence celic (Slika 7: a 
C–F in b C–F). Razlika med kontrolnimi in pozitivnimi vzorci je očitna v intenzivnosti oddane 
svetlobe. Močno fluorescirajoče celice smo opazili v prisotnosti popolnega konstrukta t. j. v a) 
pCAG-EGxxFP_ASTN2 in pX330, ter v b) pCAG-EGxxFP_ASTN2 in RNP kompleksa 
(CAS9 + sgRNA). Pri poskusu z RNP smo opazili relativno visoko raven  avtofluorescence, 
vendar je bila razlika v intenzivnosti med pozitivnimi in kontrolnimi celicami še vedno jasno 
vidna (Slika 7b). Za kvantitativno določitev intenzitete bi bilo potrebno zajeti več slik in 
podatke statistično ovrednotiti.  
Vnos plazmida in proteina CAS9 oz. plazmida pX330 brez sgRNA je pokazal, da CAS9 ne 
more cepiti tarčne DNA brez vodilne RNA molekule. Dokazali smo, da izbrana sgRNA uspešno 
in mestno specifično deluje v znotrajceličnem okolju na celični liniji in je primerna za uporabo 
za nadaljnje poskuse.  
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Slika 7: Flourescenca HEK293T celic 24h (a) in 48h (b) po transfekciji s pX330 ali RNP in kombinacijami CAS9 
in sgRNA. 
 a) (A, B) Flourescenca celic po ko-transfekciji s pCAG-EGxxFP_ASTN2, pX330 in sgRNA. (C, D) Kontrola z 
obema plazmidoma brez sgRNA in (E, F) kontrola fluorescence pCAG-EGxxFP brez pX330 in sgRNA.  
 b) (A, B) Flourescenca celic po transfekciji s pCAG-EGxxFP_ASTN2 in popolnim RNP kompleksom s CAS9 in 
sgRNA, (C, D) kontrola s pCAG-EGxxFP_ASTN2 in CAS9 brez sgRNA in (E, F) kontrola brez RNP. 
4.4 MIKROOINJICIRANJE V MIŠJE ZIGOTE – preverjanje nukleotidnih zaporedij 
Izvedli smo poskusno mikroinjiciranje proteina CAS9 in sgRNA v 11 mišjih zigot. Pri starosti 
21 dni smo mišim iz ušesnega hrustanca izolirali DNA za identifikacijo potencialnih vnesenih 
mutacij v območju tarčnega gena astrotaktina 2.   
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Slika 8: Analiza sekvenc ASTN2_sg_F2/R2 v programu MEGA, poravnava je bila narejena z algoritmom Muscle 
– z rumeno barvo je označeno tarčno zaporedje za sgRNA. 3-4 nukleotide navzgor od zaporedja PAM (GGG desno 
od sgRNA) ni pričakovanjih insercij oz. delecij, kar pomeni, da manipulacija s CRISPR/Cas9 pri teh 11-ih vzorcih 
ni dala želene mutacije.  
Analiza sekvenc s programom MEGA je pokazala, da mikroinjiciranje CAS9 in sgRNA ni dalo 
željenega  rezultata. V zaporedjih  tarčnega območja, 3-4 nukleotide navzgor od PAM motiva, 
med posameznimi vzorci in kontrolami ni bilo razlik. Zaradi pomanjkanja časa pri koncu 
diplome nismo uspeli analizirati tudi dodatnih vzorcev. Število vzorcev 11 je premajhno, da bi 
na podlagi tega rezultata lahko z gotovostjo trdili, da ta sistem ne deluje. 
5 SKLEPI 
Testiranje sgRNA z cepivijo in vitro je dalo pozitivne rezultate, analiza je pokazala tarčno in 
specifično delovanje na pričakovanem mestu. Molarno razmerje sgRNA in proteina CAS9 bi 
bilo treba izboljšati, vendar lahko kljub nepopolni cepitvi odgovorimo na naše vprašanje in 
potrdimo prvo hipotezo.  
sgRNA smo v intracelularnem okolju evalvirali s pCAG-EGxxFP plazmidom na celični liniji 
HEK293T. To celično linijo smo izbrali zaradi robustnosti in dovzetnosti za lipofekcijo. Glede 
na to, da smo v celice vnašali dva plazmida oz. plazmid in protein CAS9 ter sgRNA, smo 
pričakovali nizko raven uspešnega editiranja. V prvem primeru so morale celice pri ko-
transfekciji sprejeti oba plazmida in sgRNA hkrati, kar je manj verjtno kot pri običajni 
transfekciji. V drugem primeru so morale celice najprej sprejeti pCAG-EGxxFP_ASTN2, 
vzporedno pa sta se morala CAS9 in sgRNA tudi pravilno kompleksirati v lipofekcijskem 
reagentu in nato so celice s plazmidom morale sprejeti še RNP komplekse. Za dvostopenjsko 
transfekcijo smo se odločili, da bi preprečili vezavo RNP na plazmid, še preden je le-ta vstopil 
v celice in se tako izognili lažnim pozitivnim rezultatom, ki ne odražajo delovanja sistema v 
celicah. Sam postopek bi bilo potrebno optimizirati in natančno določiti delež uspešnih 
editiranj. Kljub temu smo s to preliminarno študijo uspeli dokazati delovanje sgRNA na celični 
liniji in jo tako potrdili za uporabo v nadaljnjih poskusih. Za naslednjo stopnjo evalvacije 
sistema bi izvedli poskusno izbijanje gena Astn2 v mišji celični liniji, npr. NIH3T3, in preverili 
pridobljene insercije oz. delecije s T7 endonukleazo in sekvenciranjem (Mehravar in sod., 
2019). Ko bi ovrednotili specifično delovanje na mišji celični liniji, bi sistem uporabili za 
generiranje transgenega mišjega modela preko mikroinjiciranja RNP kompleksov (Sung in 
sod., 2014). V našem primeru smo zaradi časovnih omejitev mikroinjiciranje izvedli pred 
poskusi na mišji celični liniji.  
Poskusno mikroinjiciranje mišjih zarodkov ni dalo pričakovanih rezultatov, zaradi večih 
možnih rezlogov. Možno je, da razmerje in sama doza CAS9 in sgRNA nista bila ustrezna za 
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uspešnost delovanja sistema; obstaja možnost, da se nista pravilno kompleksirala zaradi 
neustreznih pogojev. Mogoče je tudi, da se mutacije niso zgodile v vseh celicah hkrati in je 
prišlo do nastanka mozaicizma – tako mutacij v izolirani DNA iz ušesnega hrustanca nismo 
zaznali (Yen in sod., 2014). Ta razlaga je manj verjetna, ker bi se to moralo zgoditi v vseh 11-
ih vzorcih hkrati. Obstaja tudi možnost, da ob samem mikroinjiciranju nismo zadeli 
pronukleusa in nukleoproteinski kompleks ni uspel prodreti do genomske DNA miši. Na tej 
točki smo se vprašali, če  je izbrana sgRNA  dovolj robustna za delovanje v in vivo sistemu in 
ali sistem v začrtanih okvirih sploh deluje. Obstaja še en smiseln razlog in sicer tako imenovani 
učinek velikosti vzorca. Zaradi stiske s časom, je bilo namreč za to diplomsko delo lahko 
injiciranih in analiziranih samo 11 zigot. Veliko objav v literaturi navaja zelo visoko 
učinkovitost modificiranja genoma pri miših z metodo mikroinjiciranja sistema CRISPR/Cas9,  
namreč tudi okoli 80 % (Yang in sod., 2013). Pri takih navajanjih je potrebno vzeti v obzir, da 
je učinkovitost zelo različna in odvisna od izbranega lokusa in selektivne izbire podatkov za 
objavo. Poleg tega pa raziskovalci izračunavajo in predstavljajo učinkovitost na zelo različne 
načine. Na primer, za primer mikroinjiciranja na 10tih genih (Qin in sod., 2015) navajajo 
učinkovitosti mutiranja od 0 %, 7 %, 21 % do 89 %. Pri tem pa so, če to ponazorimo na primeru 
za gen Cd226, učinkovitost izračunali tako, da so število mutantov (4) delili s številom 
novorojenih miši (19). Če bi število mutantov delili s številom prenesenih zarodkov (59), bi 
bila učinkovitost samo 0,67 %. Pri tem sploh ne navajajo podatka, koliko zigot so injicirali, 
izgube med injiciranjem in dvoceličnim stadijem zarodkov, ki ji prenesemo v nadomestno 
mater, lahko znašajo tudi 50 % in več. Iz tega je možno sklepati, da bi bila učinkovitost potem 
še bistveno manjša kot 0,67 %. Torej, dejstvo, da pri 11 injiciranih zigotah nismo dobili 
mutiranega potomca ne pomeni nujno, da naš sistem in vivo ne deluje, sej bi bilo potrebno 
injicirati vsaj ~100 zigot, da bi to lahko trdili z večjo gotovostjo.  
V vsakem primeru bi bilo metodo potrebno najprej optimizirati in morda preizkusiti več 
različnih pristopov – poleg mikroinjiciranja RNP kompleksov bi lahko preizkusili tudi 
injiciranje DNA v pronukleus, injiciranje RNA v pronukleus ali injiciranje RNA v citoplazmo 
ter tako ugotoviti, katera metoda bi najbolje učinkovala v našem eksperimentu. Horii in sod. 
(2014) so glede na število viabilnih blastocist in na podlagi največje učinkovitosti izbijanja 
genov prišli do zaključka, da je najučinkovitejši pristop injiciranje RNA v citoplazmo.  
 Po uspešni evalvaciji pridobljenih živali bi lahko z vedenjskimi študijami proučevali specifičen 
fenotip (Silverman in sod., 2010) in posledično ugotovili vlogo Astn2 na organizmični ravni. 
Pridobljene podatke bi lahko primerjali s fenotipskimi opažanji pri pacientih z MAS, ki imajo 
tudi mutacije v genu za astrotaktin 2. Tako bi lahko povezali informacije na molekularni, 
elektrokemijski, fiziološki, morfološki ter vedenjski ravni in s tem doprinesli  k razjasnitvi 
patologije motenj avtističnega spektra.  
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